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Uporaba pesticidov za zaščito raznih rastlin je močno povečala letne pridelke in vplivala 
na dvig kvalitete življenja. Ker se dnevno povečuje prebivalstvo sveta, potrebujemo 
dnevno zagotoviti tudi več hrane. Insekticidi, v mojem primeru neonikotinoidi, ščitijo 
rastline pred raznimi škodljivci, problem pa je, da škodujejo tudi zelo koristnim 
žuželkam, kot so na primer čebele. Neonikotinoidi so sistemski pesticidi, kar pomeni, da 
se prenesejo v vse dele rastlin, tudi v cvetni prah, katerega za hrano uporabijo čebele. V 
njih so našli ostanke teh pesticidov, zato številne pomore čebeljih družin pripisujejo ravno 
njim. Zaradi tega so leta 2018 v Evropski uniji prepovedali zunanjo uporabo treh 
neonikotinoidnih pesticidov: imidakloprida, klotianidina in tiametoksama. Leta 2020 so 
prepovedali tudi uporabo tiakloprida.  
 
Za določanje neonikotinoidov sta za pripravo vzorca največ v uporabi metodi QuEChERS 
in SPE. Ker je o varstvu okolja ozaveščenih vedno več ljudi, se uporabljajo bolj ''zelene'' 
tehnike in bolj okolju prijazna metoda je zagotovo QuEChERS. Za analizo se najbolj 
uporablja LC-MS/MS, ki je tudi najbolj selektivna in občutljiva tehnika vendar je zanjo 
potrebna bolj zahtevna instrumentacija in pogostejše umerjanje instrumenta.  
 
Namen dela je bil pregled različnih ekstrakcij in analiznih metod za določevanje 
neonikotinoidnih pesticidov in primerjava le-teh, ter izbira metode, ki nam daje najboljše 
rezultate. V območju koncentracij od 2 do 30 mg/L, kjer sem pripravljala umeritvene 
premice, so bile te linearne za analizno metodo HPLC-DAD, ta metoda naj bi dajala tudi 
bolj ponovljive rezultate kot LC-MS/MS.  
 
Iz obstoječe literature sem ugotovila, da so bili neonikotinoidni pesticidi prisotni v 
cvetnem prahu, nektarju, samih čebelah in medu. Njihove koncentracije so bile večinoma 
majhne, torej niso presegale vrednosti MRL, variirale pa so glede na celino oziroma 
državo, na/v kateri so bili vzorci odvzeti. Za ekstrakcijo je po mojem mnenju boljša 
QuEChERS, saj bolj učinkovito odstrani matrico vzorca in je cenejša. Izmed analiznih 
tehnik pa LC-MS/MS, ker v primerjavi s HPLC z UV/VIS ali DAD detektorjem meri 
samo odziv analitov, druga dva pa odziv vseh komponent, ki pri tisti valovni dolžini 
absorbirajo svetlobo.  
 











The use of pesticides for protection of various plants has increased yearly harvest and 
increased life quality. Larger quantities of food have to be provided as the population of 
the world is increasing daily. Insecticides, in my case neonicotinoids, protect the plants 
from various pests, but the problem is that they also harm beneficial insects, for example, 
bees. Neonicotinoids are systemic pesticides, which means they are transferred to all parts 
of the plant, even in the pollen which bees use as food. The residues of these pesticides 
have been found in the bees, and that is why they contribute to the numerous colony 
collapse disorders. The external use of three neonicotinoid pesticides: imidacloprid, 
clothianidin, and thiamethoxam were forbidden in 2018 because of that, and in 2020, the 
use of thiacloprid was also forbidden.  
 
The first step in the determination of neonicotinoids is sample preparation, and the most 
used methods are QuEChERS and SPE. Nowadays, more people are aware of 
environmental protection, so we tend to choose a more environmentally friendly method, 
which is definitely QuEChERS. The most used technique for analysis is LC-MS/MS, 
which is the most selective and sensitive technique, but it requires more demanding 
instrumentation and more frequent calibration of the instrument.   
 
The purpose of my work was to review the different extractions and analytical methods 
for the determination of neonicotinoid pesticides, the comparison of these methods and 
the selection of the method that gives the best results. The calibration curves were linear 
for analytical method HPLC-DAD in the range of concentration from 2 to 30 mg/L. This 
method is supposed to give more repeatable results than LC-MS/MS.  
 
From the literature I found out that neonicotinoid pesticides were present in pollen, nectar, 
honey, and in bees themselves. Their concentration was mostly low, and it did not exceed 
the MRL level. However, it differed according to the continent or the country in which 
the samples have been taken. In my opinion QuEChERS is better for extraction because 
it more efficiently removes the matrix of the sample and it is cheaper. In my opinion, LC-
MS/MS is better for the analysis because in comparison with the HPLC with UV/VIS or 
DAD detector, it measures only the response of analytes while the other two measure the 
response of all the components which absorb the light at the same wavelength.   
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C18 Reverzno fazna kolona za SPE (stacionarna faza so C18 verige, vezane 
na silikagel) 
CCD Pomori čebeljih družin (ang. Colony Collapse Disorder) 
CLO Klotianidin 
DAD Detektor na niz diod (ang. Diode-Array Detector) 
dSPE Disperzivna ekstrakcija na trdno fazo  
DVB Divinilbenzen 
FFS Fitofarmacevtska sredstva 
GCB Grafitiziran črn ogljik (ang. Graphitized carbon black) 
HPLC Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High Performance 
Liquid Cromatography) 
IMI Imidakloprid 
MRM Spremljanje večih prehodov (ang. Multiple reaction monitoring) 
nAChR Nikotinski acetilholinski receptor (ang. Nicotine Acetylcholine 
Receptor) 
PSA Primaren-sekundaren amin (ang. Primary-Secondary Amine) 
RCF Relativna centrifugalna sila (ang. Relative centrifugal force) 
RPM Število vrtljajev na minuto (ang. Revolutions per Minute) 
SPE Ekstrakcija na trdno fazo (ang. Solid Phase Extraction) 

















Čebele so ene izmed najbolj pomembnih organizmov za preživetje človeštva. Njihovo 
delo je opraševanje rastlin, katerih plodovi so naša hrana, poleg tega pa proizvajajo še 
veliko koristnih produktov, kot sta propolis in vosek. Oprašujejo namreč kar tri četrtine 
rastlin, ki predstavljajo 90 % svetovne hrane in ker se število ljudi veča, so tudi potrebe 
po količini kvalitetne hrane vedno večje [1]. Ker so čebele ene izmed najbolj pomembnih 
opraševalcev, je njihovo pomanjkanje v nekaterih območjih privedlo tudi do tega, da 
ponekod rastline oziroma cvetove ljudje oprašujejo ročno. Prav zato je preživetje in skrb 
za čebele velikega pomena. 
 
Ravno neonikotinoidi, ki so predmet moje diplomske naloge, negativno vplivajo na 
čebelji živčni sistem in posledično lahko povzročijo tudi njihovo smrt. Med dostopne 
neonikotinoide spadajo: acetamiprid, klotianidin, tiametoksam, imidakloprid, tiakloprid, 
dinotefuran, sulfoksaflor in nitenpiram [2]. So insekticidi, kar pomeni, da jih kmetje 
rastlinam/tlom dodajajo z namenom, da odstranijo škodljivce med rastjo rastline in 
posledično prinašajo večji pridelek. Spadajo med sistemske insekticide, saj jih rastlina 
vsrka s koreninami ali listi, razširijo pa se po celotni rastlini, tudi v nektar in cvetni prah. 
V tleh oziroma rastlini lahko ostanejo aktivni več mesecev ali pa celo več let. Topni so v 
vodi in posledično škodujejo tudi vodnim organizmom [3]. 
 
V 90. letih prejšnjega stoletja so v Evropski uniji odobrili uporabo petih neonikotinoidov 
za uporabo proti škodljivcem, ki so jim nato z leti do danes omejili oziroma prepovedali 
uporabo. Tiametoksama, tiakloprida in klotianidina se ne sme več uporabljati, med tem 
ko je uporaba imidakloprida omejena na uporabo v rastlinjakih. Peti pesticid, acetamiprid, 
pa ostaja odobren s strani Evropske komisije, saj so ugotovili, da za čebele ne predstavlja 
velike nevarnosti [4]. 
 
V 21. stoletju smo se srečali s številnimi pomori čebeljih družin (angleško CCD – Colony 
Collapse Disorder), za katere so bili vzroki številna fitofarmacevtska sredstva, tudi 
neonikotinoidi. Specifično za največji pomor čebel leta 2011 v Pomurju naj bi bil vzrok 
ravno klotianidin, kjer je umrlo 2500 čebeljih družin (v eni družini je okoli 20.000 čebel). 
S pomori čebel se srečujemo po celotnem svetu, največ v državah, kjer je kmetijstvo 
pomembna panoga [5], na primer v ZDA se je število čebel v letu 2019 znižalo za 40 % 
[6]. 
 
Ker ti specifični insekticidi škodljivo vplivajo na čebele, zaradi konstantnega upada 
števila le-teh in ker je aktualna tema, se z raziskavami o določevanju teh insekticidov v 












2 NAMEN DELA 
 
Namen dela je bil primerjava različnih ekstrakcijskih in analiznih metod in izbira tiste, ki 
je dajala najboljše rezultate (čim nižjo mejo zaznave in določitve, čim boljša ponovljivost, 
selektivnost, stroškovna in časovna učinkovitost…). Primerjala sem koncentracije 
neonikotinoidnih pesticidov v cvetnem prahu iz različnih raziskav oziroma člankov, 
narejenih po celem svetu. V diplomski nalogi sem tudi opisala neonikotinoidne pesticide, 
njihovo prisotnost v različnih delih rastlin, čebel in okolju ter zakaj so tako škodljivi za 











3 TEORETIČNI DEL 
 
3.1. NEONIKOTINOIDNI PESTICIDI 
 
Neonikotinoidi so substance, ki spadajo med pesticide, bolj natančno so sistemski 
insekticidi, saj so njihovi tarčni organizmi, pred katerimi varujejo rastline, žuželke. 
Sistemski so zato, ker vstopajo v rastlino in se po njej prenesejo v vse dele in ne ostanejo 
samo na površini, kakor je značilno za kontaktne insekticide. Proizvajalci so jih 
predstavili na začetku 90. let prejšnjega stoletja, njihova prednost pa je bila, da je bila 
potrebna doza veliko manjša kot pri drugih pesticidih. Neonikotinoidi so kemijsko 
podobni nikotinu, katerega so pred neonikotinoidi uporabljali tudi v kmetijstvu. 
Nadomestili so ga neonikotinoidi, zaradi strupenosti nikotina (nikotin sulfat) sesalcem in 
ker so insekti proti temu pesticidu razvili odpornost [3].  
 
3.1.1. Struktura, fizikalne in kemijske lastnosti 
 
Acetamiprid Klotianidin Tiametoksam 
  
 








Slika 1 Kemijska struktura neonikotinoidov (slike kemijskih struktur so avtorske, narejene na 





Med neonikotinoide spadajo naslednje spojine: acetamiprid, klotianidin, tiametoksam, 
imidakloprid, tiakloprid, dinotefuran, sulfoksaflor in nitenpiram (Slika 1). V isto skupino 
spadajo zaradi enakega delovanja: so namreč agonisti, t.j. spojina, ki se selektivno veže 
na receptor in sproži nek biološki odziv. 
 
Če si pogledamo kemijsko strukturo večine neonikotinoidov, vidimo, da so aromatski 
heterocikli. Vsako spojino torej sestavljajo 4 deli: aromatski heterocikel, elektron 
privlačna skupina, heterocikel ali amidinske ter gvanidinske skupine in neka fleksibilna 
vezava med dvema skupinama. Lahko jih delimo tudi glede na to, katero funkcionalno 
skupino spojina vsebuje: na nitrogvanidinske, sem spadajo imidakloprid, klotianidin in 
timetoksam; ali na cianoamidinske, kamor spadata acetamiprid in tiakloprid. Prve 
vsebujejo nitro skupine, zaradi katerega so veliko bolj polarne in posledično tudi bolj 
reaktivne kot druge [3]. V nadaljevanju se bom osredotočila samo na pet 
najpomembnejših oziroma najbolj uporabljenih in najbolj toksičnih (specifično čebelam) 
neonikotinoidov, katere so našli tudi v čebelah v Sloveniji. 
 

























Acetamiprid 222,7 2950 0,80 2-20 34 420 
Klotianidin 249,7 340 0,91 13-1386 0,1 14,4 
Dinotefuran 202,2 39830 -0,55 50-100 1,7 stabilen 
Imidakloprid 255,7 610 0,57 104-228 0,2 > 1 leto 
Nitenpiram 270,7 590000 -0,66 1-15 ? 2,9 
Tiametoksam 291,7 4100 -0,13 7-72 2,7 11,5 
Tiakloprid 252,7 184 1,26 9-27 stabilen stabilen 
 
 
Kot prikazuje Tabela 1 je topnost vseh neonikotinoidov v vodi pri 20 °C in pH 7 zelo 
visoka, torej predstavljajo veliko nevarnost tudi vodnim organizmom. Topnost je odvisna 
od več dejavnikov, na primer: temperature vode, pH, agregatnega stanja, v katerem je 
pesticid, ko ga nanesemo na prst oziroma rastlino [7]… Kow  je porazdelitveni koeficient 
med oktanolom in vodo in merilo za hidrofobnost snovi. Neonikiotinoidi so polarne snovi 
in imajo posledično te koeficiente zelo nizke, izstopajo tiametoksam, nitenpiram in 





zelo visoko topnost teh spojin v vodi. Obstojnost neonikotinoidov v tleh je zelo visoka, 
najdlje naj bi bil obstojen klotianidin. V vodi so odporni na hidrolizo v nevtralnem in 
kislem, ter pod anaerobnimi pogoji, medtem ko v bazičnem okolju (pH 9) lahko 
hidrolizirajo. Malo manj so obstojni v plitkih vodah, kamor svetloba močneje prodre in 
povzroči fotolizo [8].  
 
Po nekaterih podatkih naj bi se imidakloprid absorbiral na organsko snov in minerale 
gline, prisotne v tleh. Ugotovili so, da gnojenje tal, kjer imamo prisoten imidakloprid, 
poveča obstojnost le-tega. Večja kot je starost ostankov pesticida v tleh, bolj tesno se bo 
vezal na delce tal in bo tako zmanjšan transport po profilu tal in posledično tudi v vodo. 
Obstojnost pesticida je odvisna tudi od tega, kaj gojimo, na primer: v tleh, kjer je bila 
posejana ajda, rž, rdeča detelja, je bil DT50 za imidakloprid 48 dni, če pa ni bilo posejano 
nič, pa je bil DT50 190 dni [8]. 
 
3.1.2. Uporaba  
 
Neonikotinoidi se uporabljajo za zaščito rastlin pred nekaterimi insekti, kot so listne uši, 
ki se hranijo z rastlinskim sokom, bolhe, hrošči in tudi termiti. Največkrat jih uporabijo 
na žitaricah, stročnicah, krompirju, drevesih, katerih produkt je pečkato sadje (jablane), 
bombažu, drugih zelenjavah, pa tudi na zelenicah. Uporabljajo jih na več različnih 
načinov: s škropljenjem, obdelavo zemlje, obdelavo semen, s posipanjem 
neonikotinoidov v obliki granul, z namakanjem sadike v pesticid, z injiciranjem pesticida 
direktno v drevesno steblo ali v tla, z nanašanjem pesticida s čopičem na rastlinska stebla 
[2] Za največjo zaščito rastline je uporabljena tehnika obdelave semen z neonikotinoidi, 
kar pomeni, da je rastlina zaščitena že od samega začetka, torej pred sejanjem, nato med 
kalitvijo in vse do takrat, ko rastlina dokončno zrase [3]. Doze uporabljenih 
neonikotinoidov so manjše kot pri prejšnjih organofosfornih pesticidih in karbamatih, 
vseeno pa so izjemno toksični in predstavljajo nevarnost okolju ravno zaradi njihove 
dolge obstojnosti v tleh in vodah.  
 
Da so neonikotinoidi eni izmed najbolj prodajanih oziroma uporabljenih ineskticidov, 
nam pove podatek, da so registrirani v 120 državah po svetu. Pred letom 1990, ko 
neonikotinoidi še niso bili poznani, so največji odstotek agrokemičnega trga zavzemali 
organofosforni pesticidi (43 %), v letu 2008 pa se je njihova uporaba znižala za skoraj 
30 % ravno na račun neonikotinoidov, ki so predstavljali 23 % celotnega trga.  
Najbolj uporabljen izmed skupine je imidakloprid, naslednji pa tiametoksam (podatki 
predstavljajo uporabo v ZDA) [9]. Medtem ko so trije neonikotinoidi v Evropi 
prepovedani, je uporaba drugod po svetu še vedno dovoljena, seveda z nekimi 
omejitvami, ki variirajo od ene države do druge.  
 
V slovenski bazi fitofarmacevtskih sredstev so registrirani acetamiprid, imidakloprid, 





najbolj produciran in uporabljen neonikotinoid imidakloprid, ki naj bi ga v Evropi lahko 
uporabljali samo v sadovnjakih, po svetu pa je njegova uporaba bolj razširjena. Primarni 
proizvajalec tega insekticida je Bayer CropScience [9].  
 
Tabela 2 Uporaba neonikotinoidov po številu rastlin, na katerih so uporabljeni, in po dobičku iz 
prodaje le-teh [9] 
Neonikotinoid 
Število pridelkov, kjer 
pesticid uporabljajo 
Prodaja v milijonih $ (za 
leto 2009) 
Acetamiprid 60 276 
Imidakloprid 140 1091 
Klotianidin 40 439 
Tiakloprid 50 112 
Tiametoksam 115 627 
 
 
3.1.3. Biološka aktivnost 
 
Neonikotinoidi so postali pomembni insekticidi oziroma prevladujoči ravno zaradi tega, 
ker škodujejo specifičnim insektom in ker so manj toksični za sesalce. Delujejo kot 
agonisti na nikotinskih acetilholinskih receptorjih (nAChR), ki so ključni za sinaptične 
prenose živčnih signalov v centralnem živčnem sistemu pri insektih. Nikotinski se 
imenujejo, ker se na receptorje namesto acetilholina lahko veže tudi nikotin, posledično 
se nanje lahko vežejo tudi neonikotinoidi, zaradi podobnosti nikotinu [3].  
 
Ob živčnem signalu, ki se prenaša kot električni impulz, se odpreta z napetostjo regulirana 
Na+ in Ca2+ kanalčka, ki povzročita, da Na+ in Ca2+ vstopita v notranjost aksona in 
posledično povzročita sprostitev nevrotransmiterja acetilholina. Ko se ta veže na nAChR, 
se odpre specifičen kanalček, zaradi katerega signal poteka naprej na sosednji akson 
oziroma po celotnem živčevju. Ko se živčni signal dokončno prenese oziroma ko ga ni 
več, se nAChR deaktivirajo s pomočjo encima acetilholinesteraze, ki hidrolizira 
acetilholin, ta pa razpade na acetil CoA ter holin [10]. Problem je, da ko se na nAChR 
veže neonikotinoidna molekula, ga ta aktivira, ne more pa povzročiti deaktivacije, ker ne 
razpade kot acetilholin in je ireverzibilno vezan na receptor. Zaradi konstantne aktivnosti 
receptorja so nevroni stalno vzbujeni in lahko v večjih količinah neonikotinoida pride do 
celične smrti ali paralize [2].  
 
Razlike v strukturi podenot receptorja povzročijo razliko v toksičnosti neonikotinoidov 
za insekte in sesalce. Neonikotinoidi delujejo kot agonisti na nAChR, ki vsebujejo α4β2 
podenote. Problem je, da insekti vsebujejo samo receptorje, ki jih sestavljajo te specifične 
podenote, medtem ko imajo vretenčarji takih nAChR samo 8-10 %. Obstajali naj bi 
dokazi, da vezava neonikotinoidov na nAChR pri sesalcih vseeno povzroči neke 





ima vnos z neonikotinoidi kontaminirane hrane škodljiv vpliv tudi na ljudi. Ravno α4β2 
podenote so vključene v številne možganske funkcije, kot so spomin, obnašanje, 
kognitivne sposobnosti… Neonikotinoidi imajo torej velik vpliv na imunski sistem, 
razmnoževanje in posledično množično umiranje členonožcev, zelo slabo pa vplivajo tudi 
na vodne organizme [3]. 
 
3.2. ONESNAŽENJE Z NEONIKOTINOIDI 
 
3.2.1. Onesnaženje čebel 
 
V začetku odkritja neonikotinoidov je veljalo, da naj bi ti škodovali samo tarčnim 
insektom, torej žuželkam, ki škodujejo kulturnim rastlinam in naj bi imeli zelo malo 
vpliva na čebele, a so to trditev okoli leta 2006 ovrgli, ko se je populacija čebel po celem 
svetu močno znižala, kar so poimenovali CCD. Izumrtje čebel predstavlja veliko 
nevarnost za človeštvo, saj oprašujejo okoli 80 % divjih rastlin in 84 % rastlinskih vrst, 
ki proizvedejo pridelke v Evropi [11]. Ker so neonikotinoidi sistemski insekticidi in ker 
se prenesejo v vse dele rastlin, so študije pokazale, da so prisotni tudi v cvetnem prahu in 
nektarju, torej so kontaminaciji izpostavljene tudi čebele.  
 
Študije so pokazale, da neonikotinoidi v majhnih količinah ne povzročijo direktno smrti 
čebele, ampak imajo te vse znake zastrupitve s pesticidi (tresljaji, krči, nekoordinirano 
gibanje). Intoksikacija vpliva na zmogljivost hranjenja čebel, učenja, pomnjenja lokacije 
cvetov, iskanja poti nazaj v panj oziroma v svoj roj, negativno vpliva na rast kolonij in na 
plodnost matice. Neonikotinoidi torej posredno slabšajo čebelji imunski sistem, čebela je 
zato bolj dovzetna za bolezni, slabšajo njen vonj in navigacijo, motijo njene prehranske 
navade… zaradi vseh teh faktorjev čebele umirajo hitreje in pogosteje. Zaskrbljujoče je 
tudi, da naj bi imele čebele raje kontaminiran nektar, saj jim ta daje užitek, okusa 
neonikotinoidov naj ne bi občutile, zato je možnost zastrupitve še večja [3] (Tabela 3).  
 





Kontaktna LD50 Oralna LD50 
Acetamiprid M 7,1-8,09 8,85-14,52 
Imidakloprid H 0,0179-0,243 0,0037-0,081 
Klotianidin H 0,022-0,044 0,00379 
Tiakloprid M 14,6-38,83 8,51-17,3 
Dinotefuran H 0,024-0,061 0,0076-0,023 







Klasifikacija toksičnosti posameznega neonikotinoida glede na koncentracijo, ki je ubila 
50 % populacije čebel (LD50 v g/čebelo):  
H: zelo toksično (LD50 < 2 µg) 
M: srednje toksično (LD50 2-10,99 µg) 
S: malo toksično (LD50 11-100 µg) 
N: praktično netoksično (LD50 > 100 µg) 
 
Imidakloprid, klotianidin, dinotefuran in tiametoksam za čebele predstavljajo večjo 
nevarnost kot acetamiprid in tiakloprid (Tabela 3) in lahko že v majhnih količinah 
povročijo smrt, razlog za to naj bi bil v strukturi. Večina neonikotinoidov kaže večjo 
strupenost po oralni poti kot pa po kontaktni. Tudi nekateri metaboliti neonikotinoidov 
so lahko manj, enako ali še bolj toksični od neonikotinoidov samih. Za primer, 
tiametoksam se razgradi v še bolj strupen metabolit, to je klotianidin [12]. 
 
3.2.2. Onesnaženje stebla in listov 
 
Neonikotinoidi oziroma natančneje imidakloprid, tiametoksam in klotianidin, varujejo 
rastline pred raznimi virusnimi boleznim, tako da kontrolirajo vektorje virusov in 
posledično preprečijo, da bi se ta razširil tudi na pridelke, na primer: varujejo paradižnik 
pred paradižnikovim rumenolistnim virusom (TYLCV) [9]. S koreninami se vpije okoli 
1,6-20 % nanešenega neonikotinoida (specifično imidakloprida), preostanek pa ostane v 
zemlji. Transport insekticidov iz korenin v ostale dele rastline (steblo, listi…) poteka z 
vodo preko žil, ki so prisotne v ksilemu, tisti insekticidi, ki so se absorbirali z listi, pa 
preko floema.  
 
Znanstveniki so leta 2005 dokazovali prisotnost imidakloprida v steblu in listih koruze, 
katere seme je bilo obdelano s tem istim insekticidom (1 mg/seme). Po siliranju koruze 
so v mešanici stebel in listov povprečno zaznali 4,1 μg/kg, kar 76 % vzorcev pa je 
vsebovalo več kot 1,0 µg/kg imidakloprida [13]. Podobno so leta 1998 pri rdeči pesi tri 
tedne po škropljenju s približno količino 0,9 mg imidakloprida/seme zaznali 
koncentracijo v listih 15,2 μg/kg [14]. Z neonikotinoidi so lahko kontaminirani tudi sadeži 
in zelenjava, njihov nivo pa je odvisen od načina aplikacije in vrste rastline. Raziskava v 
Indiji, leta 2003, je pokazala, da kar 22 % raziskanega sadja vsebuje imidakloprid in kar 
2 % ga vsebuje nad predpisanim nivojem [15]. 
 
3.2.3. Onesnaženje cvetnega prahu in nektarja 
 
Cvetni prah sestavljajo majhna zrnca, ki vsebujejo moške spolne celice, tvori pa se v 
prašnicah višjih rastlin. Ko se čebele odpravijo na cvet, se cvetni prah nabere oziroma 
ujame na njihove dlačice in ga med nabiranjem nektarja prenesejo na brazde pestiča, ki 





nektar in cvetni prah nabirajo v radiju 4 km od lokacije panja, posamezne čebele pa se 
lahko odpravijo tudi 12,5 km daleč [16]. Čebele na cvet privabi nektar, katerega uporabijo 
za hrano in jim da takojšnjo energijo, saj je sladkast in ga sestavljajo ogljikovi hidrati, 
preostanek tega pa shranijo v želodcu. V prebavnem traktu ga obdelajo s posebnim 
encimom, shranijo v panj, nektar se nato s počasnim izparevanjem vode pretvori v med. 
Prav tako pa hranila vsebuje tudi cvetni prah, katerega naberejo v žepke na nogah in ga 
prenesejo v panj. Cvetni prah vsebuje proteine in maščobe, z njim nato hranijo tudi svoje 
ličinke. Vseboval naj bi tudi vsa potrebna hranila za človeka ter za njegovo izboljšanje 
zdravja. Dandanes ga veliko ljudi uporablja kot prehransko dopolnilo, njegova 
kontaminacija z neonikotinoidi predstavlja problem, saj so ti strupeni oziroma imajo vpliv 
na delovanje nekaterih funkcij tudi v sesalcih.  
 
Količina ostankov neonikotinoidov v cvetnem prahu je bistveno večja od njihovih 
ostankov v nektarju. Od poljščin, ki cvetijo, so čebelam najbolj privlačne oljna ogrščica, 
sončnice, koruza, bombaž… Znanstveniki so leta 2015 v oljni ogrščici, ki so jo obdelovali 
z tiametoksamom, v cvetnem prahu povprečno določil 3,26 ng/g tiametoksama, 2,27 ng/g 
klotianidina in 1,68 ng/g tiakloprida. V nektarju te iste rastline so bile koncentracije prvih 
dveh neonikotinoidov podobne, tiakloprida pa je bilo 0,26 ng/g [17]. V raziskavi, 
opravljeni v Severni Ameriki in Evropi, so bile koncentracije imidakloprida v cvetnem 
prahu med 0,9 in 3,1 ng/g. V Sloveniji so škropili jablane s tiaklopridom s približno dozo 
0,2 kg/hektar. Po 1 dnevu je bila koncentracija insekticida v cvetnem prahu 60 ng/g, po 6 
dneh pa 30 ng/g [11]. V Kanadi je potekala raziskava vsebnosti neonikotinoidov v 
cvetnem prahu, ugotovili so, da je bil največkrat zaznan klotianidin v kar 58 % vseh 
vzorcev, ter da koncentracije v cvetnem prahu niso presegle vrednosti LD50 za čebele 
[18].  
 
3.2.4. Onesnaženje medu 
 
Tabela 4 MRL vrednosti za med [4] in maksimalne koncentracije neonikotinoidov [19] 
Neonikotinoidi 
MRL vrednosti [4] 
[ng/g] 
Maksimalne vrednosti v raziskavi 
[19] [ng/g] 
Acetamiprid 50 13 
Dinotefuran * 22 
Imidakloprid 50 73 
Klotianidin 50 10 
Tiakloprid 200 209 
Tiametoksam 50 17 
 
* v Evropski uniji je uporaba tega pesticida prepovedana 






Kontaminacija medu je posledica že z neonikotinoidi kontaminiranega nektarja, iz 
katerega med tudi nastane. V Tabeli 4 vidimo MRL vrednosti neonikotinoidov v medu v 
Evropski uniji [4] in maksimalne vrednosti le-teh v raziskavi Sancheza-Baya in Goke 
[19], ki so jih povzeli iz različnih raziskav po celem svetu. Povprečno pa naj bi 
neonikotinidni ostanki v medu oziroma nektarju segali od 2,3 do 70 ng/g [7]. V raziskavi 
v Kanadi so v medu največkrat zaznali klotianidin, in to kar v 86 % raziskanega medu, 
zaznali so tudi tiametoksam, acetamiprida pa ne [18]. V Veliki Britaniji je leta 2014 
neoniktinoidne ostanke vsebovalo 52,3 % vzorcev (imidakloprid, tiametoksam in 
klotianidin), leta 2015 pa se je količina teh znižala na 22,9 %. Največkrat zaznan 
neonikotinoid je bil ponovno klotianidin, leta 2014 kar v 72 % vzorcev, 2015 pa v 38,1 
% vzorcev [20]. Na Poljskem so v vzorcih medu ponovno zaznali klotianidin v 
koncentracijah 13,7 ng/g in 192,8 ng/g [21]. V svetovni raziskavi Edwarda Mitchella je 
bilo analiziranih 198 vzorcev medu iz celega sveta, 75 % vzorcev je vsebovalo vsaj en 
neonikotinoid. Najbolj alarmantno stanje je bilo v Severni Ameriki, saj je en 
neonikotinoid vsebovalo kar 86 % vzorcev, v Aziji 80 %, 79 % v Evropi in samo 57 % v 
Južni Ameriki. Pa še za predstavo, 30 % je vsebovalo samo eno aktivno substanco, 45 % 
med dvema in petimi in 10 % med štirimi in petimi. Največ je bilo imidakloprida (51 %), 
najmanj pa klotianidina (16 %). Najvišje koncentracije v posameznih vzorcih so bile za 
acetamiprid in tiakloprid [16].  
 
V Sloveniji je nedavno potekala raziskava o prisotnosti neonikotinoidov v slovenskem 
medu (leta 2017). Zaznana sta bila dva neonikotinoida: acetamiprid in tiakloprid, vendar 
večinoma oba v zelo majhnih koncentracijah oziroma veliko pod MRL vrednostmi. 
Najvišja koncentracija acetamiprida je bila 2,0 ng/g, tiakloprida pa 9,6 ng/g (iz štajerske 
regije). Tiakloprid naj bi bil prisoten v 60 % obdelanih vzorcev, vendar pa so bile njegove 
koncentracije zelo nizke [22]. 
 
3.2.5. Regulacija uporabe neonikotinoidov in vpliv na ekonomijo  
 
 
Slika 2 Viri neonikotinoidov in njihovo nadaljnje razširjanje po okolju (Avtorska slika 





 Slika 2 prikazuje razširjenost neonikotinoidov po celotnem okolju. Neonikotinoide se na 
poljščine oziroma drevesa nanaša s škropljenjem, z obdelavo semen ali pa z 
vbrizgavanjem v zemljo. Z migriranjem neonikotinoidov znotraj tal se lahko 
kontaminirajo tudi druge rastline in posledično tudi netarčni organizmi, kot so čebele, ko 
se z njimi prehranjujejo ptice, se kontaminirajo tudi te. Z vetrom se dvigajo delci tal, tako 
imamo neonikotinoide prisotne tudi v ozračju v obliki prahu. V nevarnosti so tudi vodni 
organizmi, saj dež spira neonikotinoide v reke in morja.  
 
Že v letu 2013 je potekalo veliko raziskav o nevarnostih, ki jih te aktivne substance 
predstavljajo za čebele. Posledično je bila še isto leto prepovedana uporaba klotianidina, 
imidakloprida in tiametoksama za uporabo na rastlinah, ki so privlačne čebelam. 
Dovoljena je bila samo njihova uporaba v rastlinjakih, po cvetenju in na žitih, ki rastejo 
pozimi. V letu 2017 so v EU predlagali popolno prepoved zunanje uporabe že prej 
naštetih substanc, saj je EFSA (European Food Safety Authority) potrdila njihovo 
nevarnost za okolje, konec maja leta 2018 pa so popolnoma prepovedali njihovo zunanjo 
uporabo, ostala je dovoljena samo uporaba v rastlinjakih. V letu 2019 vloge odobritve za 
uporabo tiametoksama in klotianidina niso podaljšali, še vedno pa ostaja dovoljena 
uporaba imidakloprida (v rastlinjakih). Acetamiprid ostaja dovoljen vsaj do leta 2033, v 
januarju letos pa so prepovedali tudi uporabo tiakloprida zaradi povzročanja endokrinih 
motenj [4]. Francija je s 1. septembrom leta 2018 še pred Evropsko unijo prepovedala 
uporabo vseh petih neonikotinoidov. Maja leta 2019 je Agencija za varstvo okolja (EPA) 
v ZDA prepovedala 12 pesticidnih produktov, ki vsebujejo tudi tiametoksam in 
klotianidin [24]. Kitajska, država, ki proizvede in izvozi največ neonikotinoidnih 
pesticidov, se sooča z veliko onesnaženostjo rek, še posebej v sušnem delu leta [25]. 
Nikjer nisem zaznala, da bi bil na Kitajskem katerikoli neonikotinoid prepovedan, seveda 
pa imajo tudi tam neke omejitve.  
 
Raziskava je pokazala, da je zaradi prepovedi neonikotinoidov upadla produkcija oljne 
ogrščice za 4 %, prav tako naj bi se znižala njena kvaliteta. Zaradi tega naj bi bili letni 
tržni prihodki kmetov v celoti v Evropski Uniji za kar 400 milijonov evrov nižji. Letno 
naj bi bila končna količina producirane oljne ogrščice za 912000 ton nižja, kot če bi bili 
neonikotinoidi še vedno dovoljeni. Posledično je bilo treba najti nova zemljišča za 
nadomestitev teh izgub, kar prinaša 80,2 milijonov ton dodatnih emisij CO2 in 1,3 
milijarde m3 dodatno porabljene vode. Manjša se tudi biodiverziteta, saj se naravni 
habitati rastlin uničujejo za nove obdelovalne površine. V ekonomski raziskavi je 
zapisano, da če neonikotinoidov ne bi prepovedali, bi bili letni tržni dohodki višji, kmetje 
bi bili gospodarsko bolj uspešni, porabljenih bi bilo manj zemljišč in vode ter bi tako lažje 






3.3. PRIPRAVA VZORCEV 
 
Priprava vzorca je najverjetneje najbolj pomemben korak analize, pa tudi korak, kjer pride 
do največ napak. Priprava je še posebej pomembna zato, da izboljšamo analizne rezultate, 
ter da vzorec prilagodimo analiznemu postopku [27]. Odstraniti moramo kompleksno 
matrico vzorca, ki lahko moti detekcijo preiskovane substance ter koncentrirati analite, 
saj so njihove koncentracije v cvetnem prahu zelo nizke. Ta vsebuje veliko lipidnih 
komponent, aminokislin, vitaminov in makro- ter mikronutrientov, ki lahko motijo 
analizo, zato jih je potrebno odstraniti.  
 
3.3.1. Pregled posameznih ekstrakcijskih metod 
 
Pred vsako ekstrakcijo moramo najprej trdni vzorec zmleti in posušiti, da je 
homogeniziran, ter ga shraniti pri okoli -20 °C v temi. Največkrat uporabljeni 
ekstrakcijski metodi sta QuEChERS in ekstrakcija na trdno fazo (SPE), ki se uporablja za 
čiščenje ekstrakta, obe bom bolj podrobno opisala v nadaljevanju. Potrebno je omeniti, 
da se SPE lahko uporabi samo za tekoče vzorce oziroma za čiščenje tekočega ekstrakta. 
Uporablja se tudi ekstrakcija trdno-tekoče, a redkeje kot prvi dve našteti. Primer 
ekstrakcije trdno-tekoče je opisan v članku leta iz 2014 [28], ko so k 2 g cvetnega prahu 
dodali 10 ml diklorometana, centrifugirali in stresali, supernatant filtrirali ter odparili 
topilo z rotavaporjem. Ekstrakt so raztopili v 1 ml vode:acetonitrila (1:1) in ga vnesli v 
instrument za analizo. Veliko se uporablja tudi disperzivna ekstrakcija na trdno fazo za 
čiščenje v kombinaciji s predhodno QuEChERS ekstrakcijo.  
 
3.3.2. Ekstrakcija na trdno fazo (ang. Solid Phase Extraction - SPE) 
 
Ekstrakcija, s katero bi ekstrakt vzorca čistila tudi jaz, je ekstrakcija na trdno fazo oziroma 
SPE. Nadomestila je predvsem ekstrakcijo tekoče-tekoče zaradi prevelike uporabe 
organskih topil, nekaterih tudi strupenih, ki pa jih pri SPE potrebujemo veliko manj. 
Ekstrakcija je lahka, hitra, kvantitativna in se jo lahko avtomatizira. Uporablja se 
večinoma za analizo tekočih vzorcev, srednje hlapnih ali nehlapnih analitov, lahko pa se 
jo uporabi tudi za trdne vzorce, kateri so bili predhodno raztopljeni v topilu. Ekstrakcijo 
uporabljamo za koncentriranje analitov, če so ti prisotni v sledovih, za čiščenje 
ekstraktov, ter da se znebimo oziroma poenostavimo prvotno kompleksno matrico [29].  
 
SPE sestavlja pet osnovnih korakov:  
1. Izbrano kolono SPE kondicioniramo, to pomeni, da jo pripravimo na sledečo 
ekstrakcijo. Polnilo kolone namočimo in tako omogočimo boljšo interakcijo med 
sorbenti in vzorcem. Za reverzno fazo polnila največkrat uporabimo metanol, za 





2. Kolono uravnovesimo, torej vanjo nanesemo topilo, ki je čim bolj podobno 
oziroma kar enako tistemu, v katerem je raztopljen vzorec. S tem maksimiramo 
zadrževanje analita na polnilu kolone in odstranimo tekočino, s katero smo kolono 
kondicionirali (če smo kolono kondicionirali s topilom, v katerem je raztopljen 
tudi naš vzorec, največkrat pri vzorcih, ki so raztopljeni v organskih topilih, ta 
korak preskočimo).  
3. V kolono nanesemo naš vzorec. Zelo pomemben je pretok vzorca čez kolono, tega 
optimiziramo glede na naš vzorec. Začeli naj bi z 1 ml vzorca na minuto, če imamo 
1 g polnila.  
4. Spiranje kolone, pri katerem odstranimo moteče komponente, brez da bi sprali 
tudi naše analite. Izbrati moramo tako topilo, v katerem so komponente matrice 
topne, analiti pa ne. Pretok moramo nastaviti tako, da je topilo v stiku s sorbentom 
vsaj 2 min. 
5. Elucija analitov, v tem koraku moramo izbrati topilo, v katerem se analiti topijo 
in s topilom tvorijo močnejše interakcije kot z sorbentom kolone. Če bomo analite 
analizirali na primer z metodo HPLC, je dobro izbrati takšno topilo, ki je HPLC 
mobilna faza [30].  
 
Če uporabljamo organska topila, bodo stekla čez kolono brez upora, pri vodnih oziroma 
viskoznih topilih pa rabimo nekaj pomoči, torej na vrhu kolone ustvarjamo nadtlak, da 
čez steče hitreje, ali pa uporabimo vakuum.   
Prvi najpomembnejši korak je, da izberemo pravi sorbent v obliki diska ali v koloni, tako 
da se bo naš analit nanj močneje vezal kot matrica vzorca, saj je od tega odvisen tudi 
izkoristek ekstrakcije. Diski imajo ekstrakcijski sorbent vgrajen v teflon, nanos vzorca je 
hitrejši, kondicioniranje in elucija pa sta podobni kot pri kolonah. Polnila oz. sorbente 
lahko razdelimo na tiste, ki bazirajo na silikagelu in na tiste, ki bazirajo na polimerih [22]. 
Polnila morajo biti porozna ter imeti čim večjo površino, kamor se lahko veže analit, 
lahko so v obliki gela ali posameznih okroglih delcev, ki so primerne velikosti za 
izvajanje SPE (okoli 50 µm).  
 
SPE ekstrakcijo lahko razdelimo glede na mehanizem v 3 skupine: 
1. Adsorpcijska:   
 Normalna faza: sorbent je polaren, torej ga uporabljamo za tiste vzorce, 
katerih matrica je nepolarna, najhitreje se eluirajo spojine, ki so nepolarne. 
Interakcije med analiti in sorbenti so največkrat polarne: vodikove vezi, 
indukcijske ali orientacijske sile. Na silikagel so lahko vezane: 
hidroksilne, ciano ali amino skupine. 
 Reverzna faza: sorbenti so nepolarni, na silikagel so vezane oktadecilne, 
etilne, oktilne ali fenilne skupine. Matrica mora biti polarna, to so razni 
vodni vzorci, najhitreje se eluirajo polarne spojine. Interakcije med analiti 





2. Ionsko-izmenjevalna: interakcije so elektrostatske med nabitimi delci sorbenta in 
nasprotno nabitimi delci analita. Analiti morajo imeti nizke koncentracije, lahko 
pa so raztopljeni v vodi ali v organskem topilu. pH matrice mora biti takšen, pri 
katerem so v nabiti obliki vsi, analiti in delci stacionarne faze, separacija pa poteka 
glede na naboj. Za elucijo uporabimo topilo, ki nevtralizira nabito skupino na 
sorbentu ali na analitu ali takšno, ki tvori z analitom močnejše vezi, torej ima 
močnejšo ionsko moč.  
 Kationska izmenjava: uporabljamo za analite, ki so pozitivno nabiti, na 
silikagel imamo vezano sulfonsko skupino, ki je močna kislina. 
Uporabimo jo predvsem za šibko nabite katione, za močne katione pa 
uporabimo fazo, ki ima vezano karboksilno skupino, saj jih v primeru, da 
bi uporabili sulfonsko skupino, ne bi mogli eluirati zaradi premočnih 
interakcij.  
 Anionska izmenjava: na silikagel imamo vezan kvartaren amin, ker je 
močna baza, jo uporabljamo za izmenjavo šibkih ali močnih anionov. Za 
močne anione uporabimo to fazo samo v primeru, da jih ne želimo eluirati, 
v nasprotnem primeru za elucijo uporabimo primaren amin.  
3. Mešanica obeh prej naštetih: uporablja se za izboljšanje izkoristka ekstrakcij, saj 
se zgodi, da lahko samo z enim tipom sorbenta izmed prej naštetih poleg nečistoč 
oziroma matrice vzorca izgubimo tudi nekaj analita. Uporabimo jo, ko imamo 
veliko analitov z različnimi lastnostmi, saj lahko prilagajamo pH glede na pKa 
analitov, ki nas zanimajo. Največkrat se uporablja reverzna faza v kombinaciji z 
ionsko izmenjevalno SPE, polnilo bazira na polimerih, uporabimo pa jo za 
ločevanje bazičnih, kislih in nevtralnih komponent. Uporablja se večinoma v 
farmacevtski industriji, za analite, ki imajo dolgo nepolarno verigo in neko 
skupino, ki se lahko ionizira [29,30].  
 
Napredovali so tudi sorbenti, ki bazirajo na polimerih, še posebej za ekstrakcijo polarnih 
analitov. Manj so občutljivi na pH kot silikatni, še ena boljša lastnost je ta, da so delci 
polnila sferični, torej sta tudi homogenost in kapaciteta večji. Zaradi večje kapacitete je 
volumen nanosa vzorca in topila manjši in posledično tudi meja zaznave te metode nižja. 
Poznamo nevtralne sorbente, ki jih sestavljajo polistiren-divinilbenzen (PS-DVB), 
hidrofilne in kemijsko modificirane sorbente. Najbolj se uporabljajo nevtralni sorbenti, 
ki imajo hidrofilen in hidrofoben značaj. Hidrofilen značaj oziroma polaren del polimerne 
molekule (poliamid, polivinilpirolidon) vpliva na zadrževanje polarnih funkcionalnih 
skupin analitov, medtem ko hidrofoben značaj oziroma DVB pripomore k veliki 
kapaciteti polnila in s π–π interakcijami z aromatskimi deli analita poskrbi, da se 
zadržujejo tudi te [31].  
 
Pomemben je tudi pH, pri katerem ekstrakcijo izvajamo. Načeloma je širina območja, v 
katerem so silikagelska polnila stabilna, zelo velika, od 2 do 7,5. Če je pH višji ali nižji, 





V primerih, da potrebujemo pH, kjer uporaba silikagelskih polnil ni priporočljiva, 
uporabimo kolone, ki bazirajo na polimerih, saj so primerne za uporabo pri vseh pH [29].  
 
3.3.2.1. SPE za čiščenje ekstraktov cvetnega prahu  
 
Matrica cvetnega prahu je sestavljena iz številnih lipofilnih komponent (dolgoverižne 
maščobne kisline), katere so netopne v metanolu, zato je prava izbira za odstranitev le-
teh normalna faza pri SPE polnilu (aminska skupina vezana na silikagel). V članku 
Gooleyja [32] so primerjali učinkovitost treh SPE kolon: silikagelska, silikagelska z 
vezano aminsko skupino in Z-Sep, ki ima vezan cirkonijev dioksid (ZrO2). Vzorcem 
cvetnega prahu so najprej dodali interne standarde, zaradi validacije metode.  
Najprej so 1 g cvetnega prahu natehtali v 50 mL centrifugirko in dodali nakisano 
raztopino heksan:etil acetat v razmerju 30:70. Vzorec so homogenizirali 2 min, nato pa 
centrifugirali 10 min pri 3000 rcf na 25 °C. 5 ml superanatanta so odvzeli in koncentrirali 
na 0,5 ml in zamenjali topilo v heksan. V primeru silikagela in silikagela z vezano 
aminsko skupino so uporabili 2 g polnila, katerega so kondicionirali z 10 ml heksana. 
Sledil je nanos vzorca, nato so prvo frakcijo eluirali z 10 ml heksana:diklorometana v 
razmerju 90:10 in jo zavrgli, saj je vsebovala interferenčne komponente. Naslednjo 
frakcijo so eluirali z 10 ml acetonitrila:diklorometana v razmerju 60:40, katero so 
koncentrirali s pomočjo nežnega toka dušika in nato raztopili v 0,5 ml metanola. Pri 
čiščenju z Z-Sep kolono pa so 5 ml supernatanta iz predhodne ekstrakcije prenesli v 10 ml 
centrifugirko, ki je vsebovala 0,5 g Z-Sep sorbenta. Vzorec so stresali in centrifugirali, 
3 ml alikvot pa so posušili do suhega in ponovno raztopili v 0,5 ml metanola ter dodali še 
interni strandard. Sledila je analiza na LC-MS/MS instrumentu. Najmanjši matrični 
učinek je bil pri ekstrakciji s kolono, ki je vsebovala silikagel, prav tako je izkazala 
najboljšo ekstrakcijo neonikotinoidov, naslednje je bilo čiščenje z Z-Sep sorbentom, 
najslabši pa silikagel z vezano aminsko skupino [32]. Silikagel je izjemno hidrofilen, 
vezane ima proste hidroksilne skupine, ki tvorijo močne interakcije s polarnimi analiti, 
katere lahko prekinemo samo še z bolj polarnim topilom. Ali je bila ekstrakcija uspešna 
in ali je odstranila vse moteče komponente, lahko vidimo tudi po barvi frakcije. Če je 
obarvana, to pomeni, da se niso odstranili vsi pigmenti in to lahko vpliva na določitev. 
Predhodno homogeniziranje in centrifugiranje je bilo v tem primeru uporabljeno, da 
poveča oziroma izboljša ekstrakcijo, SPE kolone pa so bile uporabljene za dodatno 
izolacijo neonikotinoidov in za čiščenje ter odstranjevanje interferenc. Torej so v tej 
raziskavi ugotovili, da ima kolona s silikagelom najvišje izkoristke, pa tudi celotna 
analizna metoda je z njo najbolj točna.  
 
V raziskavi v Franciji iz leta 2006 [33], kjer so raziskovali vsebnost različnih pesticidov 
v cvetnem prahu, med temi tudi imidakloprida, so k 10 g cvetnega prahu dodali mešanico 
metanola in vode z dodano razredčeno žveplovo kislino. Pozneje je potekala filtracija in 
koncentracija ekstrakta, tega so nato raztopili v n-heksanu in nanesli na Amberlite XAD-





raztopili v vodi za nadaljnjo čiščenje. Skoraj 50 % analiziranih vzorcev je vsebovalo ta 
neonikotinoid. V naslednjem članku iz leta 2007 [34], kjer so raziskovali prisotnost 
klotianidina, je bil omenjen podoben postopek kot v prejšnjem [33]. Cvetni prah so 
raztopili v mešanici metanola in vode ter nato koncentriran ekstrakt nanesli na kolono, ki 
je vsebovala silikagel, ekstrakt pa so nato raztopili v mešanici ACN:vode. 
 
3.3.3. QuEChERS ekstrakcija 
 
QuEChERS je kratica za hitro (quick), enostavno (easy), poceni (cheap), učinkovito 
(effective), odporno (rugged) in varno (safe). Ekstrakcijska tehnika je dokaj nova, 
predstavili so jo leta 2003. Na začetku so jo uporabljali samo za ekstrakcijo pesticidov, 
prisotnih v sadju ali zelenjavi, zdaj pa se uporablja tudi za ekstrakcijo raznih zdravil, 
policikličnih aromatov (PAH), barvil, UV filtrov, bisfenolov [35]… Če to metodo 
primerjamo s SPE, je dokaj hitrejša, uporabljenih je manj topil, posledično je tudi bolj 
''zelena'' in cenejša metoda.   
Pred začetkom se moramo odločiti, katero ekstrakcijsko topilo bomo uporabili, koliko ga 
bomo uporabili, koliko vzorca potrebujemo, kako na ekstrakcijo vpliva pH, pri katerem 
bomo ekstrakcijo izvedli, katere soli bomo uporabili, kateri interni standard, kateri in 
koliko sorbenta bomo dodali za dSPE in določiti, do kolikšne mere bo ekstrakcija 
selektivna.  
 
Postopek originalne QuEChERS metode: 
1. V 50 ml centrifugirko dodamo 10 g homogeniziranega vzorca, 10 ml acetonitrila 
in interni standard ter močno stresamo. 
2. V raztopino dodamo 4 g MgSO4, 1 g NaCl ter ponovno stresamo 1 min. 
3. Sledi 5-minutno centrifugiranje pri 5000 rpm. 
4. 1 ml supernatanta prenesemo v mikrocentrifugirko in mu dodamo še 150 mg 
MgSO4 50 mg PSA, stresamo 1 min in centrifugiramo 1 min pri 6000 rpm. 
5. 0,5 ml ekstrakta odvzamemo za nadaljnjo analizo (GC-MS(MS) ali LC-MS/MS). 
 
Vzorec mora biti pred ekstrakcijo homogeniziran, priporočljiva je tudi uporaba ledu oz. 
hlajenja. 
Acetonitril se na začetku uporabi kot topilo, ker je selektiven in so v njem skorajda topni 
samo pesticidi, zelo malo pa so topne maščobne kisline oziroma nepolarne komponente 
in se jih z njegovo uporabo znebimo. Problem je, da na tak način lahko izgubimo tudi 
nekatere nepolarne pesticide. Dodatek MgSO4 pripomore k temu, da se odstrani prisotna 
voda in nekatere polarne komponente, kot so na primer sladkorji. Priporočljivo je tudi, da 
pri vzorcih, ki imajo veliko vsebnost maščobnih komponent, interni standard dodamo na 
koncu ekstrakcije, saj bi se lahko porazgubil v debeli plasti maščob. Čiščenje z dSPE 
uporabimo, da se znebimo še zadnjih interferenc, ki so prisotne v matrici in da analiti 
ostanejo v tekoči fazi. dSPE je boljša od SPE, saj ni potrebna kolona/disk, kondicioniranje 





3.3.3.1.QuEChERS ekstrakcija za cvetni prah 
 
V raziskavi neonikotinoidov, prisotnih v cvetnem prahu iz različnih predelov Kitajske 
[36], je QuEChERS ekstrakcija potekala tako: 2 g homogeniziranega cvetnega prahu so 
dali v 50 ml centrifugirko in dodali 8 ml vode (dodaja se jo v primeru, ko ima prvotni 
vzorec zelo nizko vsebnost vode), nato pa še 10 ml ACN in 3 ml n-heksana ter 12 µl 
internega standarda. Po 30-sekundnem stresanju so dodali 500 mg dinatrijevega citrata 
seskvihidrata, 1 g citronske kisline, 4 g NaSO4 in 1 g NaCl in ponovno stresali 40 s, nato 
pa 4 min centrifugirali pri 5000 rpm. 1,2 ml supernatanta so prenesli v vialo in mu dodali 
50 mg PSA, 50 mg C18 in 150 mg MgSO4 ter na stresalniku stresali 30 s, nato pa še 5 min 
centrifugirali pri 5000 rpm in 23 °C. 0,6 ml supernatanta so posušili z nežnim tokom 
dušika in raztopili v 0,3 ml mešanice ACN:voda (v razmerju 15:85). Največ je bilo v 
vzorcih cvetnega prahu imidakloprida [36]. V naslednjem članku [37] opisujejo, da je 
osnovna QuEChERS metoda dobra za ekstrakcijo neonikotinoidov, za njihove metabolite 
pa ne. V primeru 6-kloronikotinske kisline je problem ta, da se je premočno vezala na 
PSA, ki zadržuje komponente s karboksilno skupino. Metodo so modificirali tako, da so 
namesto PSA uporabili SPE kolono C18 in metabolite, vezane na kolono, eluirali z 0,2 % 
raztopino TEA (trietil-amin), ki je močno polarna baza. Napisali so, da je boljša uporaba 
C18 polnila v koloni kot disperzija polnila v matrici, ker naj bi pomanjkanje nadtlaka 
oziroma vakuuma med elucijo povzročilo izgubo nekaterih analitov. Ekstrakt pa so 
raztopili v 1 ml raztopine voda:metanol (75:25) in ga še dodatno filtrirali. Ugotovili so 
tudi, da je bila količina ekstrahiranih analitov višja, če so pred nanosom na SPE kolono 
uporabili MgSO4, ki veže vodo. V ostalih člankih so bili postopki čiščenja večinoma 
enaki, izjema je bila v članku iz leta 2016 [38], ko so uporabili mešanico PSA/C18/GCB, 
ter nato to fazo ekstrahirali z raztopino ACN:toluen (3:1) in centrifugirali. V naslednjem 
članku [39] pa so uporabili Supelclean™ ENVI-Carb II/PSA kolono, katero so 
kondicionirali in eluirali analite z acetonitrilom. V tej raziskavi so poskusili uporabiti tudi 
C18 in silikagelne kolone, s katerimi pa rezultati niso bili zadovoljivi. Uporabljali so tudi 
različne kombinacije soli, na primer poleg prej naštetih še MgSO4 z natrijevim acetatom 
ali pa MgSO4 z NaCl.  
 
3.4. ANALIZNE METODE ZA NEONIKOTINOIDE 
 
Za določanje neonikotinoidov v cvetnem prahu se največ uporablja LC-MS/MS, saj se v 
prebranih člankih največkrat pojavlja. Poleg spodaj naštetih sem zaznala še uporabo GC-








Detektor meri absorpcijo svetlobe v UV in vidnem spektru za analite, ki se ločijo s  
tekočinsko kromatografijo. Razlika od navadnega UV/VIS detektorja je, da lahko merimo 
absorbanco pri različnih valovnih dolžinah in za analizo uporabimo tisto, pri kateri ima 




Razlika od prej opisane tehnike je ta, da s tem detektorjem lahko merimo absorpcijo 
svetlobe pri samo eni valovni dolžini, DAD pa je meril pri več valovnih dolžinah hkrati. 











To je analizna tehnika, ki povezuje tekočinsko kromatografijo in masno spektrometrijo. 
Najprej se posamezni analiti na kromatografski koloni ločijo glede na porazdeljevanje 
med mobilno in stacionarno fazo in zato pridejo do masnega spektrometra ob različnem 
času. Vstopijo v ionizacijski vir, kjer se analiti ionizirajo in preidejo v plinsko fazo. Ioni 
zaradi električnega polja vstopijo v analizator, kjer se ločijo glede na razmerje m/z 
(razmerje mase in naboja iona), meri pa se intenziteta curka ionov [22].  
 
V članku iz 2016 [38] so za analizo uporabili UHPLC-MS/MS z BEH C18 kolono 
(1,7 μm, 2,1 mm × 100 mm) in Quattro Premier trojni kvadrupolni masni analizator. 





5 mM amonijevega formiata in 0,1 % mravljične kisline; ter faza B: 95 % ACN, 5 % 
vode, 5 mM amonijevega formiata in 0,1 % mravljične kisline. Za ionizacijo so uporabili 
elektrorazprševanje v pozitivnem načinu, tak tip ionizacije so uporabili tudi v vseh 
nadaljnjih člankih, ki jih bom omenila. Uporabili so MRM način za kvantifikacijo 
analitov. Argon je bil uporabljen kot trkovni plin, dušik pa kot ionizacijski plin. V članku 
iz leta 2015 [39] so uporabili gradientno elucijo, mobilna faza pa je bila faza A: voda in 
faza B: ACN, pretok je bil 1 ml/min. Napetost je bila 3200 V, temperatura v izvoru pa 
250 °C. Retencijski časi posameznih neonikotinoidov so bili konstantni in RSD vrednosti 
niso nikoli presegle vrednosti 0,06 %. Za kvantifikacijo so uporabili MRM način, prehodi 
pa so bili za: acetamiprid (223,2  126,1), imidakloprid (256,2  209,2), klotianidin 
(250,2  169,0), tiakloprid (253,2  126,1) in tiametoksam (292,2  211,1). Podobna 
je bila sestava mobilne faze v članku [37] kjer sta bili fazi A in B skoraj enaki kot v članku 
[38], razlika je bila samo ta, da so namesto ACN uporabili metanol. Temperatura 
desolvacije je bila 450 °C, uporaba argona in dušika je bila enaka kot pri [38]. Uporabili 
so MRM način, primarni prehodi pa so bili za: imidakloprid (256  175), klotianidin 
(250  169) in tiametoksam (292 132), katere so uporabili za kvantifikacijo. Naslednji 
primer mobilne faze iz članka leta 2018 [32], kjer je vsebovala fazo A: voda, faza B: 
metanol, obe fazi pa sta vsebovali še 0,1% mravljične kisline, temperatura desolvacije pa 
je bila veliko višja kot prej, 600 °C.  Dušik je bil uporabljen kot ionizacijski plin, argon 
pa kot trkovni. Kvantifikacija je potekala v SRM načinu, prehodi so bili za: acetamiprid-
d3 (226 126), imidakloprid-d4 (260  179), klotianidin-d3 (253 132), tiakloprid-d4 


















 Acetonitril: Fischer Chemical UK; čistost: HPLC grade 
 MQ voda: Milli-Q sistem za čiščenje vode na FKKT (Milli-Q water system, 
Millipore, ZDA) 
 
4.1.2. Standardi analiziranih spojin 
 
 Acetamiprid: Sigma-Aldrich, Nemčija; čistost: 99,9 % 
 Imidakloprid: Sigma-Aldrich, Nemčija; čistost: 99,9 % 
 Klotianidin: Sigma-Aldrich, Nemčija; čistost: 99,9 % 
 Tiakloprid: Sigma-Aldrich, Nemčija; čistost: 99,9 % 
 Tiametoksam: Sigma-Aldrich, Nemčija; čistost: 99,9 % 
 
4.2. Instrumentacija in oprema 
 
 Analizna tehtnica (Mettler Toledo, Švica) 
 Pipete (Proline, Nemčija) 
 HPLC-DAD (Agilent 1100 Series, ZDA) 
 Kromatografska kolona: Agilent C8 150x4,6 mm; 3,5 µm (Agilent, ZDA) 
 Hladilnik za shranjevanje standardnih raztopin pri 5 °C (Kirsch, Nemčija) 
 Razne epruvete, čaše, kapalke, merilni valj 
 
4.3. Priprava osnovnih standardnih raztopin 
 
Osnovne standardne raztopine analiziranih spojin (acetamiprid, imidakloprid, klotianidin, 
tiakloprid in tiametoksam) sem pripravila iz trdnih standardov. V 10 ml bučko sem 
natehtala toliko standarda, da je bila končna koncentracija med 700 in 800 mg/L ter bučko 
do oznake dopolnila z acetonitrilom. Točne koncentracije analitov sem izračunala iz 
natehtane mase in volumna raztopine. Raztopine sem še 10x redčila v acetonitrilu (0,5 ml 
raztopine v 5 ml acetonitrila), ter jih injicirala v HPLC, da sem določila retencijske čase 






4.4. Priprava raztopin za umeritveno premico 
 
Iz osnovnih standardnih raztopin sem odpipetirala preračunan volumen posameznega 
standarda v 10 ml bučko in redčila do oznake z acetonitrilom in MQ vodo v razmerju 1:1. 
Koncentracije analitov v bučkah so bile: 2, 5, 10, 20 in 30 mg/L. Za višje koncentracije, 
torej 10, 20 in 30 mg/L, sem raztopino pripravila tako, da sem preračunan volumen 
posameznega standarda odpipetirala v enako bučko in redčila do oznake. Za koncentraciji 
2 in 5 mg/L pa sem uporabila raztopino koncentracije 30 mg/L in iz te preračunala 
potreben volumen za vsako od manjših koncentracij in ponovno razredčila do oznake, saj 
so bili preračunani volumni iz osnovne standardne raztopine premajhni za avtomatske 
pipete. Pripravljene raztopine sem injicirala v HPLC-DAD instrument.   
 
4.5. Kromatografska metoda 
 
Uporabila sem kolono Agilent C8 (150x4,6) mm, pretok mobilne faze je bil 0,8 ml/min, 
volumen injiciranja pa 15 µl. Mobilna faza je bila sestavljena iz faze A: 0,1 % mravljična 
kislina in faze B: acetonitril. Gradient mobilne faze je bil: 0 min, 10 % B; 1 min, 10 % B; 
21 min, 30 % B; 23 min, 90 % B in 24 min, 90 % B. 
Pri obeh tehnikah, torej z DAD in UV/VIS detektorjem, bi uporabljali enako HPLC 
kolono, torej takšno kot sem jo za pripravo umeritvenih premic: Agilent C8 (150 x 4,6 
mm, 3,5 µm). Optimizacija bi bila enaka, kot je že bila omenjena v diplomski nalogi iz 




Razredčene osnovne standardne raztopine sem injicirala v HPLC-DAD instrument, da 
sem odčitala retencijske čase pri vsaki valovni dolžini, pri kateri ima posamezni analit 
absorpcijski maksimum (navedeni v Tabeli 5).  
 
Tabela 5 Absorpcijski maksimumi in retencijski časi posameznih analitov 
Analit Abs. maks. [nm] Retencijski čas- tr [min] 
Acetamiprid 246 18,03 
Klotianidin 268 14,57 
Imidakloprid 270 15,64 
Tiakloprid 244 22,26 







Pripravila sem umeritvene premice za posamezen analit. Raztopine s koncentracijami 2, 
5, 10, 20 in 30 mg/L sem po 2x injicirala v HPLC-DAD instrument in iz dobljenih ploščin 
kromatografskih vrhov izračunala povprečje in to uporabila za risanje grafov. Iz dobljenih 
grafov je metoda v uporabljenem koncentracijskem območju linearna, kar vidimo po 




Graf 1 Umeritvena krivulja za tiametoksam v 1:1 raztopini ACN/MQ voda po HPLC metodi 
 
 
Graf 2 Umeritvena krivulja za klotianidin v 1:1 raztopini ACN/MQ voda po HPLC metodi 
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Graf 3 Umeritvena krivulja za imidakloprid v 1:1 raztopini ACN/MQ voda po HPLC metodi 
 
 
Graf 4 Umeritvena krivulja za acetamiprid  v 1:1 raztopini ACN/MQ voda po HPLC metodi 
 
 
Graf 5 Umeritvena krivulja za tiakloprid  v 1:1 raztopini ACN/MQ voda po HPLC metodi 
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V Tabeli 6 vidimo povprečne ploščine vrhov analitov pri različnih koncentracijah, ki sem 
jih tudi uporabila za risanje umeritvenih krivulj. Zapisane so tudi vrednosti relativnih 
standardnih odmikov, ki sem jih izračunala po 2x injiciranju. Lahko rečem, da je 
ponovljivost dobra, saj nobena vrednost ne presega 5 %, na spodnji Sliki 4 je priložen 
tudi primer kromatograma. 
Tabela 6 Povprečne ploščine 
kromatografskih vrhov in RSD vrednosti v % 















































































































































































































































Slika 4 Primer HPLC-DAD kromatograma 
raztopine s koncentracijo 10 mg/L pri valovni 













Neonikotinoidi predstavljajo veliko nevarnost za opraševalce, specifično za čebele, 
posledično tudi nam ljudem. Z opraševanjem čebele pripomorejo k rasti veliko sadja in 
zelenjave in svetovno doprinesejo kar 153 milijard evrov [3].  Velikokrat se pojavlja 
izjava, da bi človek brez čebel preživel samo 4 leta, saj bi se brez njih izjemno zmanjšal 
pridelek kmetov, nekaj produktov (sadežev) ne bi imeli več, razen če bi cvetove ročno 
opraševali… Samo izumrtje čebel naj ne bi direktno povzročilo tudi izumrtje človeka, 
ampak bi bile krive vse posledice, ki bi nastale zaradi tega. Izumrtje bi nam dalo tudi 
vedeti, koliko so zemlja, voda, rastline, sadeži, zastrupljeni, da bi to tega sploh prišlo [41].  
 
Določevanje neonikotinoidnih pesticidov je v cvetnem prahu zelo težavno zaradi 
kompleksne matrice vzorca. Razni sladkorji, lipidi in vitamini analizo otežujejo, zato jih 
moramo predhodno odstraniti. Za pripravo vzorca pred analizo je bila največkrat 
uporabljena QuEChERS metoda, zaznala sem tudi uporabo SPE metode. Prva je 
enostavnejša in naj bi podajala točnejše rezultate. Vpliv matrice je bil pri obeh izračunan 
s primerjavo umeritvene krivulje analitov pripravljenih v topilu in v matrici.  Če 
primerjamo vpliv matrice pri SPE [32] in QuEChERS [42] sta bili vrednosti (-20-20 %) 
zelo primerljivi, seveda je pa to odvisno od vzorca do vzorca (koliko lipidov in drugih 
komponent vsebuje, saj njihova vrednost ni konstantna). Pri QuEChERS je bilo topilo 
raztopina ACN:vode, pri SPE pa metanol. Izkoristki ekstrakcije so bili boljši pri SPE (80-
124 %), saj so bili pri QuEChERS 70-120 %. RSD vrednosti so bile pri QuEChERS 
metodi pri vseh analitih pod 10 %, pri SPE pa do 20 %, tudi meje zaznave in meje 
določitve bile med tema dvema raziskavama boljše pri QuEChERS metodi.  
 
Pri pregledu različnih analiznih metod sem ugotovila, da prevladuje LC-MS/MS. Problem 
pri UV/VIS in tudi DAD detekciji je ta, da ni mogoče zagotovo trditi, da pri neki valovni 
dolžini absorbirajo samo analiti. Zaradi tega lahko pride do napak, sploh ker gre za 
kompleksno matrico cvetnega prahu, saj se tudi s predhodno ekstrakcijo oziroma pripravo 
vzorca ne znebimo vseh interferenc. LC-MS/MS je bolj selektivna, dosega nižje meje 
zaznave, UV/VIS in DAD pa dajeta boljšo ponovljivost.  
 
S tem, da se vedno več ljudi zaveda, kako so čebele pomembne, mislim, da se bodo 
raziskave pesticidov v različnih delih rastlin, pa tudi medu še nadaljevale oziroma 
napredovale, pa tudi raziskave vplivov teh pesticidov na čebele. Iz prebranega sklepam, 
da je najboljša tehnika za določanje neonikotinoidov v cvetnem prahu QuEChERS 
metoda z LC-MS/MS analizo. Zanimivo bi bilo analizirati vzorce slovenskih cvetnih 
prahov in videti, koliko neonikotinoidov je še ostalo v njem, kljub prepovedi večine teh 
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